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Procede de preparation de microspheres biodegradables calibrees. 

10/591131 

L'invention concerne Nndustrie pharmaceutique. Plus precisement, elle 
concerne la preparation de microspheres biodegradables monodisperses, 
notamment pour Tadministration de principes actifs pharmaceutiques. 
5 * II est connu d'encapsuler des principes actifs pharmaceutiques dans des 
microspheres pour faciliter leur administration ou eviter ieur degradation in vivo. 

La microencapsulation consiste a enrober des substances solides ou 
liquides de maniere a en faire des particules, dont la taille varie de 0,1 a 1000 
pm. 

10 Dans ce cadre, on a notamment envisage r utilisation de microspheres 

biodegradables, lesquelles delivrent le principe actif sur une periode prolongee. 

On connaft differentes techniques de preparation de microspheres 
biodegradables. 

Ainsi, on connaTt du brevet US 5,643,607 des microcapsules pour 

15 Tadministration prolongee de principes actifs hydrophiles, en particulier de 
peptides. Les microcapsules sont preparees par microencapsulation d'une 
emulsion dont la phase aqueuse dispersee contient le principe actif et la phase 
continue contient un polymere. 

Dependant, on constate que la cinetique de liberation de I'actif contenu 

20 dans ces microspheres est inhomogene. Cet effet est du au fait que les 
microspheres presentent une distribution granulometrique large. Or la liberation 
du principe actif £ partir des microspheres repose sur des effets de diffusion et 
est done gen6ralement ralentie pour des microspheres de taille croissante, se 
prolongeant sur de plus longues periodes. 

25 Un procede de preparation de microspheres monodisperses consiste a 

passer une solution de polymere a travers une buse soumise & une vibration, 
chacune des vibrations entraTnant la rupture du flux sortant de la buse pour 
former une gouttelette (Berkland et al. J. Controlled Release 73 (2001), 59-74). 
Ce procede est complexe et long et pr6sente un faible rendement. En outre, il 

30 paraTt difficile a transposer a Techelle industrielle. Par ailleurs, il ne permet pas 
toujours d'assurer une repartition homogene du principe actif au sein des 
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microcapsules, dans la mesure ou il repose sur un phenomene de precipitation 
instantan§e. 

Aussi, la pr6sente invention a pour but de proposer un proc6d£ de 
5 preparation de microcapsules biodegradables monodisperses et de taille 
controlee, notamment destinees au transport de principes actifs aussi bien 
hydrosolubles que liposolubles. 

On connait du brevet FR 2 747 321 une methode de preparation 
d'emulsions monodisperses par cisaillement laminaire controle dans un 
10 dispositif de type Couette. Toutefois, ce procede ne vise que des emulsions de 
lipides et non pas des systemes complexes dans lesquels la phase organique 
comprend un polymere et un solvant organique. 

■ 

L'invention repose principalement sur la constatation que I'obtention 
d'une emulsion contenant au moins une phase organique polymerique est 
IS possible lorsque le rapport des viscosites. entre la phase dispersee et la phase 
continue (riorg/riaq dans le cas d'une emulsion directe ou rjaq/riorg dans le cas 
d'une emulsion inverse) est compris entre 0,1 et 10. 

Ainsi, I'invention vise plus pr£cisement un procede de preparation de 
_ . " microspheres biodegradables monodisperses comprenant les 6tapes de : 
20 a) preparation d'une emulsion comportant au moins une phase 

polymerique et au moins une phase aqueuse, le rapport des 
viscosites entre la phase dispersee et la phase continue doit §tre 
comprise entre 0,1 et 10 ; 

b) soumission de I'emulsion obtenue a un cisaillement laminaire 
25 controle ; 

c) elimination du solvant de la phase polymerique ; et 

d) isolement des microspheres ainsi obtenues. 

Dans la presente invention, on designe par le terme « microspheres » 
30 des unites spheriques de diametre compris entre 0,1 pm et 1000 pm, plus 
particulierement entre 0,7 pm et 30 pm. 
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Les microspheres selon Tinvention soht constitutes d'une matrice & base 
de polymere. Elles se pretent ainsi particulierement bien a radministration de 
principes actifs sensibles a la chaleur, par exemple les proteines ou les 
polypeptides. En effet, alors que la phase lipidique est transformee en liquide 
5 par le biais de chauffage, la mise en forme des microspheres polymeriques 
repose sur la mise en solution du polymere dans un solvant organique. Apres 
elimination du solvant, les composants polymeriques des microspheres forment 
une matrice uniforme dans laquelle peut etre encapsule un principe actif. Les 
microspheres polymeriques peuvent done etre fabriquees sans elevation de la 
10 temperature. 

Selon la solubilite du principe actif, celui-ci peut etre encapsule 
directement dans la phase polymerique, soit au sein de microgouttelettes de 
phase aqueuse contenues dans L la matrice polymerique des microspheres. 
Generalement, il sera encapsule dans la matrice polymerique lorsque le principe 
15 actif est liposoluble. Au contra ire, il est encapsule en phase aqueuse interne 
lorsque le principe actif est hydrosoluble. Certains principes actifs pr6sentent 
une faible solubilite £ la fois dans I'eau et dans les solvants apolaires. Dans ce 
cas, on peut disperser le principe actif a Tetat solide dans la solution de 
polymere. 

20 ^administration des principes actifs ni liposolubles ni hydrosolubles est 

particulierement delicate par le biais des formes galeniques connues. Les 
microspheres selon I'invention paraissent done particulierement interessantes 
pour radministration de ces principes actifs. 

On entend par « biodegradable » dans la presente demande un materiau 

25 qui se degrade dans un milieu biologique et dont les produits de degradation 
sont elimines par filtration renale ou metabolises. Les polymeres biodegradables 
sont d6finis comme des polymeres synthetiques ou naturels, degradables in 
vivo de maniere enzymatique ou non enzymatique, pour produire des produits 
de degradation non toxiques. 

30 Cette degradation a generalement lieu en un temps allant de quelques 

semaines a quelques mois (exemple : le PGA-TMC est absorbe en 7 mois alors 
que le L-PLA a une duree de degradation d'environ 2 ans). 
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Le temps de degradation d'un polymere depend de son type, done de la 
nature chimique des unites monomeres, mais aussi de son degre de 
polymerisation, de sa cristallinite. Par ailleurs, outre le materiau, il dependra 
notamment de la surface de materiau accessible aux enzymes ou autres 
substances degradantes. Ainsi, le materiau sera degrade d'autant plus 
rapidement qu'il est finement divise. 

Les microspheres sont degradees de sorte que la quantity de polymere 
accumul£e dans Torganisme ne d§passe pas une quantity equivalente a 20 fois 
la dose de polymere administree par administration. De preference, la quantite 
de polymere accumulee dans I'organisme ne depasse pas une quantite 
6quivalente & 10 fois la dose de polymere administree par administration 

Uintervalle separant deux administrations successives de microspheres 
selon Tinvention est generalement au moins un jour, de preference entre 1 jour 
et 30 jours, et en particulier entre 5 et 14 jours. 

Ainsi, on assure que les microspheres ne s'accumulent dans le corps. 

Les microspheres selon la presente invention comprennent une matrice 
polymerique dans laquelle peuvent etre repartis un bu plusieurs principes actifs 
ou des gouttelettes de solution aqueuse pouvant elles-memes contenir un ou 
plusieurs principes actifs. 

Le ou les principes actifs peuvent etre, independamment les uns des 
autres, hydrosolubles ou peu hydrosolubles, liposolubles ou peu liposolubles ou 
encore a la fois peu liposolubles et peu hydrosolubles. 

En effet, il est possible, dans le cas de compositions dont la phase 
dispersee comporte une phase aqueuse interne, de vehiculer par exemple, seul 
ou en association avec les principes actifs peu hydrosolubles, des principes 
actifs hydrophiles. 

Le principe actif peut etre notamment un principe actif pharmaceutique, 
veterinaire, phytosanitaire, cosmetique ou agroalimentaire. Par ailleurs, il peut 
etre un detergent, un nutriment, un antigene ou un vaccin. De preference, il 

* 

s'agit d'un principe actif pharmaceutique. 

De preference, le principe actif pharmaceutique est choisi parmi les 
groupes constitues par les antibiotiques, hypolipidemiants, antihypertenseurs, 
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agents antiviraux, betabloqueurs, bronchodilatateurs, cytostatiques, agents 
psychotropes, hormones, vasodilatateurs, anti-allergiques, antalgiques, 
antipyretiques, antispasmodiques, anti-inflammatoires, anti-angiogeniques, 
antibacteriens, anti-ulcereux, antifongiques, anti-parasitaires, antidiabetiques, 

5 antiepileptiques, antiparkinsoniens, antimigraineux, anti-Alzheimer, 
antiacneiques, antiglaucomateux, antiasthmatiques, neuroleptiques, 
antidepresseurs, anxiolytiques, hypnotiques, normothymiques, sedatifs, 
psychostimulants, anti-osteoporoses anti-arthritiques, anticoagulants, 
antipsoriasis, hyperglycemia's, orexigenes, anorexigenes, antiastheniques, 

10 anti-constipation, anti-diarrheiques, anti-traumatiques, diuretiques, 
myorelaxants, medicaments de I'enuresie, medicaments des troubles de 
Terection, vitamines, peptides, proteines, anticancereux, acides nucleiques, 
ARN, oligonucleotides, ribozymes et I'ADN. 

Par ailleurs, il peut se rev6ler avantageux cTassocier le ou les principes 

15 actifs a un agent modulant Tabsorption par voie orale ou a un inhibiteur 
enzymatique, par exemple un inhibiteur de la P-glycoproteine ou un inhibiteur de 
protease. 

On entend par le terme « monodisperse » designer une population de 
microspheres dont le diametre de chaque microsphere est tres proche du 

20 diametre moyen de la population. Une population est dite « monodisperse » 
lorsque la polydispersite est inferieure ou egale a 40%, et de preference de 
I'ordre de 5 a 30%, par exemple entre 15 et 25%. La polydispersite est alors 
definie comme etant le rapport de Tecart-type a la mediane de la distribution du 
diametre des gouttelettes ou globules represents en volume. 

25 Les microspheres monodisperses selon la presente invention sont 

obtenues en soumettant une emulsion comprenant a titre de phase dispersee 
des gouttelettes de phase polymere (contenant ou non des gouttelettes d'eau 
interne) comprenant un ou plusieurs principes actifs a un cisaillement controle. 
En outre, un cisaillement parametrable et controlable permet de controler la 

• * 

30 taille des microspheres et par ce biais la liberation du principe acttf et son 
elimination de I'organisme. 



WO 2005/087362 PCT/FR2005/000511 

6 

De preference, on met en ceuvre cette etape dans un appareil de type 
Couette. On obtient ainsi des microspheres dont la distribution de taille est 
resserree et homogene. 

Le precede de preparation des microspheres conforme a Pinvention 
5 pr6sente Favantage d*etre un procede simple et de n'utiliser qu'une quantite 
faible de solvant. II peut etre transpose aisement a line echelle industrielle. 

De plus, ce proc6de presente un fort rendement decapsulation de 
principe actif dans les microspheres. On entend par rendement decapsulation 
le rapport entre le principe actif encapsule et le principe actif mis en oeuvre. 
10 Celui-ci peut §tre optimise dans le procede par un coefficient de partage entre la 
phase aqueuse et la phase organique favorable a la solubilisation du principe 
actif dans la phase organique et une concentration elevee de I'^mulsion en 
phase organique. Plus pr§cisement, le procede consiste a preparer, dans une 
premiere etape, une emulsion comportant au moins une phase organique et au 
15 moins une phase aqueuse. 

Dans le cas ou il y a une phase organique et une phase aqueuse, on 
prepare une emulsion simple directe. 

On entend par le terme « Emulsion directe » une 6mulsion dans laquelle 
une phase organique est dispersee dans une phase aqueuse. En opposition, 
20 dans une 6mulsion « inverse », une phase aqueuse est dispersee dans une 
phase organique. 

L'emulsion directe est notamment utile pour encapsuler un principe actif 
liposoluble (solubilis§ dans la phase organique). 

La realisation de microspheres a partir d'6mulsions doubles est toutefois 
25 6galement possible. Ces emulsions comportent deux phase aqueuses : une 
phase aqueuse dite « interne », laquelle est dispersee dans la phase organique, 
elle-meme . dispersee dans la phase aqueuse dite « externe ». La phase 

m 

aqueuse interne permet alors la dissolution de principes actifs hydrophiles et en 
particulier de principes actifs fragiles tels que des prolines ou des polypeptides 
30 par exemple. 

Ainsi, suivant que Ton veut encapsuler des principes actifs lipophiles ou 
hydrophiles, on utilisera soit une emulsion simple directe, soit une emulsion 
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double E/Org/E, L'emulsion double est egalement un moyen d'obtenir des 
microspheres encapsulant plusieurs principes actifs, par exemple une 
combinaison d'un principe actif hydrophile (solubilise dans la phase aqueuse 
interne) avec un principe actif hydrophobe (solubilise dans la solution organique 
5 contenant le polymere). 

La phase organique de Pemulsion contient au moins un polymere 
biodegradable dissout dans un solvant organique. 

La phase organique des emulsions contient avantageusement entre 5 et 
30 % d'au moins un polymere biodegradable et preferentiellement entre 10 et 20 
10 % en masse de la masse totale de phase organique. 

Le polymere est choisi parmi les polymeres biodegradables non toxiques 
pour rhomme ou Panimal. II sera en outre avantageusement inerte par rapport 
au principe actif et insoluble dans Peau. 

Le ou les polymeres biodegradables utilises sont preferentiellement des 
15 polymeres approuv6s pour un usage dans la voie d'administration consideree 
(par exemple parenterale). D'une maniere preferee, on utilisera comme 
polymeres biodegradables des polymeres dont les produits de degradation 
peuvent etre §limines facilement par Porganisme. 

Parmi ces polymeres, on peut citer notamment ceux derives de Pacide 
20 lactique, et en particulier de la famille des a-hydroxy acides tels que le PLGA 
(acide poly-lactique et glycolique). Ces polymeres sont approuves pour un 
usage parenteral chez rhomme. lis pr6sentent par ailleurs une cinetique de 
degradation dans Porganisme adaptee en terme de liberation du principe actif 
Le degre de cristallinite du polymere va directement influencer son caractere 
25 hydrophile ainsi que la rapidite de sa degradation in vivo. 

Ces polymeres sont degrades dans Porganisme par un m6canisme chimique 

■ 

d'hydrolyse non specifique ou par une degradation enzymatique. Les 
monomeres qui en r6sultent sont metabolises et conduisent a des produits de 
degradation elimines majoritairement par voie respiratoire sous forme de 
30 dioxyde de carbone et d'eau. 

Ainsi, on pourra utiliser pour la realisation de la presente invention des 
polymeres choisis parmi les poly(a-hydroxy-acides), les polyesters aliphatiques 
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des poly(oc-hydroxy-acides), des poly(£-caprolactones)-PCL, des 
polydioxanones — PDO, les polyorthoesters, les polyanhydrides, les polycyano- 
acrylates, les polyur6thannes, les polypeptides ou poly(amino-acides), les 
polysaccharides modifies, la cellulose, les polycarbonates, les 
5 polydimethylsiloxanes et les poly(vinyl-acetates) ainsi que leurs derives et 
copolymeres. 

Les polymeres de la classe des poly(a-hydroxy-acides) sont des 
polyesters dont les unites de repetition derivent des a-hydroxy-acides, tels que 
les poly(glycolide) (PGA), les poly(lactide) (PLA), les poly(lactide-co-glycolide) 
10 (PLAGA ou PLGA), les copolymeres glycolide-co-trimethylene carbonate ou 
polyglyconates (PGA-TMC). lis sont disponibles dans le commerce (par 
exemple sous les denominations Resomer®, Medisorb®). 

D'autres polymeres peuvent etre envisages tels que les terpolymeres 
issus de la polymerisation du glycolide avec du trim6thylene carbonate et de la • 
15 p-dioxanone, ou les copolymeres blocs tels que les polyethylene glycol - poly(a- 
hydroxy-acides) (PLA-PEG, PLGA-PEG) ou les methoxy-polyethylene glycol - 
poly(a-hyd roxy-acides) . 

De meme que pour les a-hydroxy acides, le degre de cristallinite du 
polymere va directement influencer son caractere hydrophile ainsi que la 
20 rapidite de sa degradation in vivo. 

La s -caprolactone est un ester de Tacide hydroxy-6-caproTque. La poly(s 
-caprolactone) et ses copolymeres obtenus avec Pacide lactique sont des 
polymeres semi-cristallins utilises dans la composition de formes 
medicamenteuses a liberation controlee. Ces polymeres sont degrades dans 
25 Torganisme de maniere similaire a celle des PLA et PLGA (degradation non 
enzymatique). Un tel polymere est commercialise sous le nom de Lactel® 

Les polydioxanones - PDO sont des polyether-esters obtenus par 
ouverture du cycle de la p-dioxanone. 

Certains principes actifs sont instables, notamment ceux qui sont sujets a 
30 une hydrolyse rapide. II sera done contre-indique d'utiliser des polymeres qui 
retiennent Teau. Dans ce cas, des polymeres plus hydrophobes et qui se 
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degradent par erosion de surface sont a privilegier, tels que les polyorthoesters 
et les polyanhyd rides. 

Les polyorthoesters sont des composes issus de la condensation de 2,2- 
diethoxytetrahydrofurane avec un diol. Ces polymeres ont pour produits de 
5 degradation des composes acides qui catalysent le processus de degradation. 
La degradation s'accelere done au cours du temps, lis sont commercialises 
sous le nom de Chronomer® et Alzamer®, par exemple. 

Les polyanhvdrides sont des composes derives de I'acide sebacique 
p(SA) et du bis p(carboxyphenoxy)propane p(CPP). L'acide sebacique peut 
10 aussi etre associe a un dimere d'acide gras (acide oleique : p(FAD-SA). Leur 
temps de degradation peut varier de quelques jours a quelques ann6es selon le 
degre d'hydrophobicite du monomere utilise, lis sont degrades grace a une 
erosion de surface et possedent une excellente biocompatible. 

Parmi les polycyanoacrylates sont preferes les polycyanoacrylates a 
15 longue chame alkyle, lesquels se degradent lentement et engendrent peu de 
reaction inflammatoire des tissus. De tels polymeres sont disponibles sous le 
nom de Desmolac® (BAYER). 

Les polypeptides ou poly(amino acides) sont des polyamides resultant de 
la condensation de molecules presentes naturellement dans Torganisme. Afin 
20 d'obtenir un materiau qui s'hydrolyse graduellement au cours du temps, les 
polymeres issus d'acides amines simples (hydrophiles) et de derives 
hydrophobes d'acides amines, tels que les esters methylique ou benzylique de 
Tacide aspartique sont preferes. 

Le mecanisme suppose de degradation est tout d'abord une hydrolyse 
25 des fonctions esters (ponts di-sulfures) donnant des macromolecules 
hydrosolubles, puis un processus de diffusion vers le foie et les reins dans 
lesquels les liaisons peptidiques sont rompues par attaque enzymatique. A titre 
d'exemple de cette classe de polymere, on peut citer PUItramid A4 Naturel 
(BASF). 

30 Parmi les derives de cellulose, on peut mentionner plus particulierement 

la methylcellulose et Tethylcellulose, commercialisees par exemple sous le nom 
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de Blanose®, Ethocel® (Dow Cemica), Pharmacoat®603 ou 606 (ShinEtsu 
Chemical), Aqualon EC® (Aqualon company). 

A titre de polycarbonate, on peut citer le poly(trimethylene 
carbonate) (Poly(TMC)) et le poly(propyldne carbonate), disponible sous le nom 
5 d'Araconate 5 000. 

Parmi les poly(vinylacetates), on prefere particulierement le copolymere 
d'ethylene et d'acetate de vinyle (EVA), disponible par exemple sous le nom de 
Coathylene® (plast-Labor SA). 

De preference, les polymeres presents dans la phase organique 
10 presentent une masse moleculaire moyenne comprise entre 50 et 500 kDaltons, 
et en particulier entre 100 et 200 kDaltons. 

De maniere tout a fait preferee, les microspheres sont preparees a partir 
de la famille des PLGA. Dans la famille de ces polymeres se sont r6veles 
particulierement convenables le PLGA 75/25 (lactique/glycolique) ou 85/15 
15 vendus sous la denomination "High IV", ayant un poids moleculaire compris 
entre 1 10 et 160 kDaltons. 

Ces polymeres presentent des proprietes d'hydrophobicite differentes, en 

• fonction de la proportion d'unites d'acides lactiques. Ainsi, plus la concentration 
en acide lactique augmente, plus le PLGA sera hydrophobe. 

20 D'autre part, la cinetique de degradation du polymere est d'autant plus 

longue que la proportion d'acide lactique est elevee. Cette caracteristique du 
polymere influera sur la cinetique de liberation du principe act'rf encapsule. Ces 
caracteristiques differentes d'un PLGA & Pautre permettent done d'envisager 
Tutilisation de Tun ou Pautre, voire d f un melange de ces copolymeres, en 

25 fonction des caract6ristiques de liberation souhaitees. 

Par ailleurs, les copolymeres PLGA sont solubles dans plusieurs solvants 

* organiques comme le chloroforme, le dichloromethane ou Pacetate d'§thyle alors 
qu'ils sont pratiquement insolubles dans Peau. 

Enfin, ce type de polym£re est degrade par hydrolyse et les produits de la 
30 reaction sont metabolises en CO2 et h^O, elimin§s lors de la respiration. 

Le solvant organique utilise pour la preparation des microspheres est de 
preference approuve pour un usage parenteral chez Phomme. II est par ailleurs 
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choisi pour permettre une bonne dissolution de ces polymeres, de preference a 
temperature ambiante. 

Le solvant organique presente, par ailleurs, de preference une certaine 
solubilite dans I'eau. En effet, un des modes de realisation de Telimination du 
5 solvant ulterieure consiste a extraire le solvant par diffusion dans un grand 
volume d'eau. II est egalement possible d'eiiminer le solvant par evaporation. De 
tels solvants incluent par exemple I'acetate d'ethyle et le dichloromethane. 

L'acetate d'ethyle est un solvant incolore et volatil moderement soluble 
dans I'eau (8,7g/100g d'eau a 20°C) dont la solubilite dans I'eau diminue lorsque 
10 la temperature augmente. II est par ailleurs bien tolere par Torganisme et ne 
pose pas de probleme particulier en terme d'environnement 

Avantageusement, la phase organique de I'emulsion est saturee en eau 
et inversement la (ou les) phase(s) aqueuse(s) est (sont) saturee(s) en solvant 
organique, afin de limiter les fuites d'eau de la phase aqueuse vers la phase 
15 organique et inversement. 

La phase organique peut en outre avantageusement contenir un principe 
actif lipophile ou peu liposoiuble et peu hydrosoluble. 

La phase aqueuse de I'emulsion directe ainsi que la phase aqueuse dite 
« externe » de I'emulsion double contient outre de I'eau de preference d'autres 

• - 

20 agents. De preference, ces agents sont approuves pour usage parenteral. Ainsi, 

on ajoute de preference des agent stabilisants, generalement des agents 

tensioactifs afin d'augmenter la stabilite de I'emulsion. 

On pourra avantageusement utiliser des tensioactifs non ioniques comme 

le PVA (alcool polyvinylique) ou des tensioactifs non ioniques comme le' 
25 polysorbate monooieate (tween 80 ou Montanox 80). De preference, le PVA 

mis en oeuvre a un poids moieculaire compris entre 30 et 200 kDaltons. 

Ce tensioactif non ionique est par exemple hydrolyse a 88 %. II est par 

ailleurs particulierement avantageux dans la mesure oil il augmente la viscosite 

de la phase aqueuse dite « externe ». 
30 Dans le cas d'une emulsion double, la phase aqueuse externe comporte 

avantageusement egalement au moins un agent d'osmolarite afin d'equilibrer la 
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pression osmotique avec la phase aqueuse interne. On evite ainsi les fuites du 
principe actif vers le milieu exterieur. 

Un agent d'osmolarite habituellement utilise est le glucose ou tout autre 
sucre comme le mannitol, le trehalose, mais des sels comme le chlorure de 
5 sodium par exemple peuvent egalement convenir. 

Uagent d'osmolarite est present dans la phase aqueuse externe en 
principe en quantite suffisante pour atteindre la concentration ionique presente 
dans la phase aqueuse interne. G§neralement, la concentration en agent 
d'osmolarite est alors de 0,1 a 20 % en poids par rapport au poids de la phase 
10 aqueuse. Preferentiellement, on utilisera ce sel dans la phase aqueuse interne a 
une concentration de 0,6% (m/m) qui est la concentration la plus adaptee aux 
preparations injectables. Preferentiellement, on utilisera du glucose dans la 
phase aqueuse externe a une concentration de 11,5% (m/m) qui est la quantite 
necessaire pour egaler la concentration ionique presente dans la phase 
15 aqueuse interne. 

Enfin, la phase aqueuse de I'emulsion contient avantageusement au 
moins un agent de viscosity permettant d'ajuster la viscosite de la phase afin 
qu'elle soit acceptable pour la mise en oeuvre de la seconde etape decrite ci- 
dessous. Ces agents contribuent egalement & stabiliser les Emulsions doubles 
20 en limitant la coalescence des gouttes en suspension. 

Elle contient g6neralement 10 a 80 %, de preference 30 a 70%, 
preferentiellement entre 40 et 60 % en poids d f agents de viscosite par rapport 
au poids total de I'emulsion. 

De maniere generate, on pourra choisir I'agent de viscosite parmi les 
25 polym^res hydrophiles tels que les ethers et esters de glycol, les poloxamers 
comme les Lutrol®, les poly(aminosaccharides) comme les Chitines ou 
Chitosans, les poly(saccharides) comme le Dextran et les derives de la cellulose 
comme les Carbopol® . 

De preference, I'agent de viscosite est un poloxamer: polym&re 
30 sequence de polyethylene-polypropylene. Le noyau central hydrophobe est 
constitue par le polypropylene et entoure par des sequences hydrophiles de 
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polyethylene. De preference on utilisera le poloxamer 188 (Lutrol® F68, BASF) 
qui forme des gels a des concentrations comprises entre 50 et 60% dans I'eau. 

La quantite d'agent a mettre en ceuvre est fonction de la viscosite a 
atteindre. D'une mariiere preferee, la concentration en poloxamer est toutefois 
5 inferieure a 50 % en masse de maniere a eviter la formation d'un gel. 

La combinaison des agents stabilisants avec les agents de viscosite revet 
une importance toute particuliere dans la mesure ou on a montre que le succes 
de l'6tape de cisaillement laminaire dependait pour une grande part du rapport 
10 des viscosites entre la phase dispersee et la phase continue. La combinaison de 
ces agents permet alors a la fois Tobtention aisee du rapport de viscosite 
optimal entre les phases ainsi qu'une stabilite de I'emulsion vis-a-vis de la 
coalescence des gouttes. 

La phase aqueuse de Temulsion peut comprendre tout autre agent ou 
15 additif habituellement present dans les formulations pharmaceutiques, tels que 
des conservateurs, agents tampons. 

En particulier, la phase aqueuse interne peut comprendre egalement au 
moins un autre principe actif, en particulier hydrosoluble. 

Ainsi, on peut combiner un principe actif hydrophile et lipophile en 
20 solubilisant le premier dans la phase aqueuse interne et le second dans la 
phase organique de polymere. 

Enfin, la ou les phases aqueuses de Pemulsion sont de preference 
saturees en solvant organique pour 6viter une diffusion de celui-ci depuis la 
phase organique vers ces phases. 
25 Comme decrit ci-dessus, les microspheres peuvent etre preparees a 

partir d'une emulsion double, dans laquelle une deuxieme phase aqueuse (dite 
« interne ») est dispersee dans la phase organique polymere. 

La phase aqueuse interne de Pemulsion double peut contenir les agents 
dej& mentionnes ci-dessus au sujet de la phase aqueuse externe. 
30 La phase aqueuse interne des emulsions doubles peut toutefois 

egalement contenir au moins une proteine, a titre d ! agent tensioactif, et/ou 
d'agent de viscosite et/ou a titre de principe actif. 
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Ainsi, elle peut contenir une proteine de haut poids moleculaire telle que 
la SAH (Serum Albumine Humaine) afin d'augmenter la viscosite et/ou pour 
stabiliser Pemulsion. En effet, on a remarque que le caractere amphiphile de 
telles macromolecules pouvait contribuer a stabiliser l f 6mulsion. D'une maniere 
5 preferee, la phase aqueuse interne comprend la SAH ou au moins une proteine 
a des concentrations comprises entre 0,01 % et 10 % en poids par rapport au 
poids de la phase aqueuse interne, de preference entre 0,1 et 2% 

Lorsque la phase aqueuse interne comprend une proteine, il est alors 
generalement preferable d'ajouter d'autres additifs afin de constituer un milieu 
10 adapte a la proteine d'interet, en particulier pour ce qui concerne le pH. La 
presence d ! un agent tampon d'un pH proche du pHi de la proteine permet 
avantageusement la conservation de la conformation naturelle de la proteine. 

La phase aqueuse interne des emulsions doubles peut done en outre 
contenir les composes n§cessaires pour former un tampon stabilisant le pH de 
15 la solution. Les valeurs de pH adaptees pour les differentes proteines et les 
tampons correspondants sont connus par Thomme du metier et ne seront done 
pas detailfes ici. 

La phase aqueuse interne peut egalement contenir des agents 
stabilisants tels que le poloxamer 188 decrit par SANCHEZ, A. et a/. 
20 (Biodegradable micro- and nanoparticles as long-term delivery vehicles for 
interferon alpha. Eur. J. Pharm. Sci. (2003) 18, 221-229). 

La phase aqueuse interne contient avantageusement egalement un co- 
tensioactif. Celui-ci t combine a la proteine, va se concentrer a Tinterface phase 

* 

aqueuse interne/phase organique et contribuer a diminuer la tension de surface 
25 entre ces deux milieux. 

Le co-tensioactif utilise sera de preference le Solutol HS 15 de chez 
BASF. Ce produit est un melange . de mono- et diesters d'acide 12- 
hydroxystearique de polyethylene glycol 660. II est soluble dans I'eau, Tethanol 
et le 2-propanoI. 

30 La phase aqueuse interne comprend un tensioactif a une concentration 

de 0,01 a 10%, de preference 0,05 a 1, et tout particulierement de 0,1 a 0,2 % 
en poids par rapport au poids de la phase aqueuse interne. 
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La phase aqueuse interne des microspheres peut en outre 
avantageusement contenir un principe actif. 

Cela se revele particulierement interessant pour ['administration de 
principes act'rfs hydrophiles fragiles teis que des proteines ou des polypeptides 
5 par exemple. En effet, on observe souvent une alteration de I'activite biologique 
de ces composes lors d'un changement d'environnement chimique comme par 
exemple la dispersion dans un solvant organique, ou en cas de variations de 
temperature, ou de pH. 

Or, dans la preparation des microspheres, le principe actif ne subira 
10 aucune alteration de son activite puisqu'il sera solubilise dans la phase 
aqueuse interne d'une Emulsion double au pH optimal. On reduit ainsi les 
changements d'environnement physico-chimique et de ce fait les alterations 
structurelles de la molecule, ce qui permet de conserver I'activite du principe 
actif. 

15 Le proced6 de preparation des microspheres comporte ensuite une 

deuxieme 6tape consistant a soumettre Femulsion obtenue a un cisaillement 
laminaire. Le cisaillement laminaire est realise de preference dans un dispositif 
de Couette. C'est la viscoelasticite de I'emulsion obtenue grace & un rapport 
des viscosite optimal entre les phases en presence, la Vitesse de rotation du 

20 rotor ainsi que la Vitesse d'injection de I'emulsion dans I'entrefer qui vont definir 
la taille et i'uniformite de taille des microspheres obtenues. 

Le proced6 de preparation des microspheres comporte ensuite une 
troisieme etape consistant a extraire le solvant organique de la solution de 
polymere dispersee. 

25 Cette etape peut etre realisee par tout procede connu de Thomme du 

metier, par exemple evaporation sous Teffet de la chaleur ou sous vide. 

Selon un mode de realisation pr£fer£, elle est realisee par extraction du 
solvant organique dans Teau. Plus concr6tement, on ajoute a Femulsion 
mbnodisperse pr6paree une grande quantity d'eau dans laquelle le solvant 

30 organique va diffuser. Ce mode de realisation a notamment Tavantage de 
proteger le principe actif encapsule de variations de temperature ou de pression. 
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A mesure que le solvant disparaTt de la phase organique par diffusion 
dans I'eau, le polym^re precipite et forme, suivant le type d'6mulsion de depart, 
des microspheres a matrice polymerique retenant des gouttelettes de solution 



conserver Phomogeneite de Femulsion et de la suspension. 

Enfin, dans une derniere §tape, les microspheres peuvent etre recueillies 
par des moyens habituels, par exemple par filtration de la solution. 

Le cas echeant, celles-ci peuvent ensuite etre lyophilisees en presence 
10 de cryoproctecteur. Parmi les agents cryoprotecteurs, on peut citer notamment 
les polyols et les electrolytes. En particulier, conviennent par exemple la 
glycerine, le mannose, le glucose, le fructose, le xylose, le trehalose, le 
mannitol, sorbitol, xylidine et autres polyols, et le polyethylene glycol. A titre 
d'electrolyte, on peut citer le chlorure de sodium. 

i 

15 Ainsi, les microspheres prepares peuvent servir a vehiculer un ou 

plusieurs principes actifs, notamment hydrophiles et lipophiles, en permettant 
leur liberation homogene et determinee dans le temps. 

^invention sera d6crite plus en detail dans les exemples et figures qui 
suivent, lesquelles montrent : 



5 



aqueuse (emulsion double), ou pleines (emulsion simple). 

La precipitation a lieu de preference sous faible agitation de fagon a 



20 



Fig. 1 : 
Fig. 2 : 



Vue schematique d'un dispositif Couette ; 



25 



Photographies de microscopie optique de microspheres preparees 
selon Texemple 2 (a) avant extraction (objectif x100) ; (b) apres 
sechage et redispersion (objectif x40) ; (c) leur distribution 
granulometrique apres redispersion ; 



Fig. 3 : 



Photographies de microscopie optique de microspheres de 
polymere selon Texemple 3 (a) avant extraction (objectif x40); (b) 
apres extraction (objectif x40); (c) leur distribution granulometrique 

■ * 

apres redispersion ; 



30 Fig. 4 : 



Photographies de microscopie optique d'une emulsion inverse 
selon Texemple 5 (a) avant cisaillement (objectif x10); (b) apr6s 
cisaillement a 600 rpm sur Tappareil de Couette (objectif x10); 
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Fig. 5 : Distribution granulometrique de microspheres obtenues (a) selon 

Pexemple 7, par cisaillement aleatoire standard (agitateur a pales) ; 
(b) selon Texernple 6, par cisaillement laminaire (appareil de Couette). 



EXEMPLES 



EXEMPLE 1 



Procedure generate de preparation de microspheres a partir d'une 
10 emulsion simple : 

Ce precede peut etre utilise pour preparer des microspheres de polymere 

# 

biodegradables, utiles notamment pour la delivrance de principes actifs 
lipophiles. 

Le principe actif a encapsuler est disperse ou so!ubilis6 dans une phase 
15 organique composee d'un PLGA dissous dans de Pacetate d'ethyle. 

Cette phase organique est ensuite emulsionn6e dans une phase aqueuse 
contenant de I'eau et un tensioactif hydrophile tel que le PVA, entre 0,1 et 10%, 
de preference entre 1 et 4% et un agent de viscosite tel qu'un polyethylene 
glycol ou un poloxamer entre 10 et 50%. 
20 Le rapport des viscosites des deux phases est regie afin d'optimiser 

Pefficacite du cisaillement. De preference, le rapport entre la viscosite de la 
phase organique et celle de la phase aqueuse est compris entre 0,1 et 10, plus 
pr6cisement entre 3 et 8. 

Ensuite, Pemulsion ainsi obtenue, dite « grossiere » est soumise a un 
25 cisaillement laminaire. De preference, cette 6tape est realis6e dans un dispositif 
de Couette, presente figure 1. Le cisaillement controle permet de rendre les 
gouttes de phase dispersee monodisperses ; il jDermet cependant aussi de 
controler leur taille. 

De preference, le cisaillement controle est realise en mettant Temulsion en 
30 contact avec une surface solide en mouvement, le gradient de la . vitesse 
caracterisant Tecoulement de Temulsion etant constant dans une direction 
perpendiculaire a la surface solide en mouvement. Un tel cisaillement peut etre 
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realist par exemple dans une cellule constitute de deux cylindres concentriques 
en rotation Tun par rapport a Pautre, telle qu'une cellule « Couette ». 

Un dispositif de Couette (1) est represents & la figure 1. II comporte un 
rotor (2), un stator (3) et un piston (4). On introduit Pemulsion dans Pespace 
5 defini entre le rotor et le stator ,designe comme entrefer, par le biais d'une 
seringue d'injection (5). L'emulsion cisaillee entre le rotor et le stator est ensuite 
recueillie a la sortie dans une coupelle (6) de recuperation dans un flacon 
hermetique. La vitesse de cisaillement, la largeur de Pentrefer et la Vitesse 
d'injection sont des parametres reglables qu'on peut faire varier en fonction de 
10 la taille des microspheres souhaitee. 

Pour les details de ce procede, voir notamment les demandes WO 
97/38787, FR 2767064 et WO0185319. 

Une fois Pemulsion rendue ainsi monodisperse, on peut proceder a 
Pextraction du solvant pour precipiter les microspheres. Uextraction se fait par 
15 ajout d'un volume d'eau calcule en fonction de la solubilite de Pacetate d'ethyle 
dans Peau et de la quantite d'6mulsion obtenue. On utilise de preference un 
volume d'eau egal a au moins deux fois le volume minimal necessaire a la 
solubilisation de Pacetate d'ethyle. 

Dans la mesure oCi Pacetate d'ethyle est plus soluble dans Peau a froid, 
20 on procede a une seconde etape d'extraction & froid pour eliminer les residus de 
solvant. Ainsi, apres 30 minutes d'agitation, un second volume d ! eau 
demineralis6e refroidi a 5°C est ajoute et Pensemble est maintenu sous agitation 
pendant a nouveau 30 minutes. Uextraction du solvant ainsi realisee est quasi 
totale. 

25 A Pissue des 30 minutes, les microspheres sont ensuite separees du 

milieu d'extraction par filtration sous pression sur filtre Nylon de porosite 0,45 
pm. Le gateau r6cupere est rince 3 fois par 1L d'eau demineralisee. Puis les 
microspheres sont laissees a secher une nuit a temperature ambiante ou bien 
congelees et lyophilisees apres addition d'un agent cryoprotecteur. 

30 Une fois sdches, les microspheres sont redispersees dans une solution 

de tensioactif Montanox® 20 ou 80 (BASF) a 1% (Montanox® 80 : polysorbate 
monooleate et Montanox® 20 : polysorbate monolaurate) par agitation et 
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passage dans un bain a ultrasons. Les microspheres redispersees sont 
caracterisees par observation au microscope et leur distribution de taille est 
mesur6e par granulometrie laser. 

5 EXEMPLE 2 

Preparation de microspheres de 2. Sum a partir d'une emulsion simple : 
Dans un flacon, on prepare la phase aqueuse continue par solubilisation 
a 70°C de 0 f 9g de PVA dans 14,14g d'eau demineralisee saturee en acetate 
d'6thyle (3%) sous agitation magnetique. Apres refroidissement, 15g de PEG 
10 400 y est incorpore. Cette phase aqueuse contient done 3% de PVA, 50% de 
PEG 400 et est saturee en acetate d'ethyle. 

La phase organique est preparee dans un flacon hermetique par 
dissolution sous agitation magn6tique de 2,6g de PLGA 75/25 dans 17,39g 
d'acetate d'ethyle sature en eau (3%). Cette phase organique contient done 

* 

15 13% de PLGA solubilise dans de Tacetate d'6thyle sature en eau. 

La totality de cette phase organique est ensuite emulsionnee dans 20g 
de la phase aqueuse ci-dessus par agitation manuelle a la spatule. L'emulsion 
contient 50% en masse de phase organique dispers§e. 

Le prem6lange ainsi obtenu est ensuite place dans Tappareil de Couette 
20 et cisaille a une vitesse de 400 rpm dans un entrefer de 100 pm avec une 
vitesse de montee du piston de 0,7 qui correspond a un debit d'environ 
7mL/min. Le diametre du rotor est de 2 cm. On voit sur figure 2(a) la distribution 
de taille homogene de I'emulsion ainsi preparee. 

Une fois r§mulsion rendue ainsi monodisperse, on procede a Textraction 
25 du solvant, la filtration puis le s6chage des microspheres, comme explique a 
Texemple 1. La figure 2(b) montre I'aspect visuel r§gulier des microspheres 
obtenues, apres redispersion comme decrit a I'exemple 1. 

La distribution de taille des microspheres est mesuree par granulometrie 
laser (voir figure 2(c)), elle est centree sur 2,5|jm. 



WO 2005/087362 



20 



PCT7FR2005/000511 



EXEMPLE 3 

Preparation de microspheres de 6. Sum a partir d'une emulsion simple : 
Dans un flacon, on prepare la phase aqueuse continue par solubilisation 
a 70°C de 1,2g de PVA dans 35,25g d'eau d6mineralisee satur6e en acetate 
5 d'6thyle (3%) sous agitation magndtique. Apres refroidissement, 4,02g de PEG 
2000 y est incorpore. Cette phase aqueuse contient done 3% de PVA, 10% de 
PEG 2000 et est saturee en acetate d'ethyle. 

La phase organique est preparee dans un flacon hermetique par 
dissolution sous agitation magnetique de 2,67g de PLGA 75/25 dans 17 f 89g 
10 d'acetate d'ethyle satur6 en eau (3%). Cette phase organique contient done 
13% de PLGA solubilise dans de I'ac6tate d'ethyle sature en eau. 

La totalite de cette phase organique est ensuite emulsionnee dans 20g 
de la phase aqueuse ci-dessus par agitation manuelle a la spatule. L'emulsion 
contient 50% en masse de phase organique dispersee. 
15 Le premelange ainsi obtenu est ensuite place dans Tappareil de Couette 

et cisaille a une vitesse de 300 rpm dans un entrefer de 100 pm avec une 
vitesse de montee du piston de 0,7 qui correspond ci un debit d'environ 
7mL/min. Le diametre du rotor est de 2 cm. On voit sur figure 3(a) la distribution 
de taille homogene de Temulsion ainsi preparee. 
20 Une fois T^mulsion rendue ainsi monodisperse, on prdcede a Textraction 

du solvant, la filtration puis le s6chage des microspheres, comme explique ^ 
Texemple 1. La figure 3(b) montre Taspect regulier des microspheres apres 
extraction du solvant comme decrit & Texemple 1. 

La distribution de taille des microspheres est mesur6e par granulom6trie 
25 laser (voir figure 3(c)), elle est centr6e sur 6,5(jm. 

EXEMPLE 4 

Procedure generate de preparation de microspheres a partir d'une 
emulsion double : 

30 Ce procede est employ§ pour la preparation de microspheres 

polymeriques utiles notamment pour la d^livrance de principes actifs 
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hydrophiles ou une combinaison d'un principe actif hydrophile avec un principe 
actif lipophile 

On prepare tout d'abord une Emulsion inverse (E/H), en dispersant une 
phase aqueuse dite « interne » dans une phase organique comprenant une 
5 solution de polymere (PLGA 75/25, par exemple). 

Le rapport des viscosites des deux phases, pour I'emulsion inverse, est 
regie afin d'optimiser Pefficacjte du cisaillement De preference, le rapport entre 
la viscosite de la phase aqueuse interne et celle de ia phase organique est 
compris entre 0,1 et 10, plus precisement entre 0,1 et 0,3. 
10 La phase aqueuse interne contient une proteine, notamment la SAH entre 

0,01 et 10%, de preference entre 0,1 et 2%, un co-tensioactif, notamment le 
Solutol® HS15 entre 0,01 et 10%, de preference entre 0,05 et 1% et un sel, 
notamment le chlorure de sodium entre 0,1 et 20%, preferentiellement 0,6%. 

La phase organique est preparee dans un flacon hermetique par 
15 dissolution sous agitation magnetique de PLGA 75/25 entre 5 et 30%, 
prefrentiellement a 20% dans une solution d'acetate d'ethyle sature en eau 
(3%). 

* 

Generalement, le principe actif hydrophile & encapsuler est contenu dans 
la phase aqueuse interne et le principe actif lipophile dans la phase organique. 

20 L'emulsion inverse « grossiere » est alors soumise a un cisaillement 

comme decrit & I'exemple 1 afin d'obtenir une phase dispersee de taille et de 
repartition controlee. L'etape de cisaillement controle peut etre realisee a I'aide 
d'un dispositif de Couette ou dans un dispositif turbulent de type Ultra-Turrax. 

Dans un flacon, une solution aqueuse de PVA entre 0,01 et 10%, de 

25 preference entre 1 et 4% est port§e a 70°C sous agitation magn§tique. Apres 
refroidissement, on ajoute a la solution (phase aqueuse externe) le Lutrol® F68 
entre 0,1 et 40%, de preference entre 1 et 10% et du NaCI & une concentration 
identique a celle de la phase aqueuse interne : 0.6%. 

Ensuite, cette phase aqueuse dite « externe » est saturee en solvant 

30 organique, preferentiellement Tacetate d'ethyle, ce qui represente pour ce 
solvant particulier une concentration d'environ 3% en poids par rapport au poids 
de la phase aqueuse. 
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Ensuite, on incorpore Temulsion inverse dans la phase aqueuse externe 
decrite ci-dessus. Cette etape peut etre realisee manuellement a I'aide d'une 
spatule. 

Le rapport des viscosites des deux phases, dans le cas de P6mulsion 
5 double, est r6gle afin d'optimiser I'efficacite du cisaillement De preference, le 
rapport entre la viscosite de la phase organique et celle de la phase aqueuse 
externe est compris entre 0,1 et 10, plus precisement entre 3 et 8. 

L'^mulsion ainsi obtenue est aussi appel6e « premelange » ou emulsion 
« grossiere » dans la mesure ou la phase dispers6e est constitute de 
10 gouttelettes de taille importante et tres variable. 

L'tmulsion « grossiere » est alors soumise a un cisaillement comme 
decrit a I'exemple 1 afin d'obtenir une phase dispersee de taille et de repartition 
controlee. L'etape de cisaillement controle peut etre realisee a I'aide d'un 
dispositif de Couette. 

15 Une fois Temulsion rendue ainsi monodisperse, on procede a Textraction 

du solvant pour precipiter les microspheres. L'extraction se fait par ajout d'un 
volume d'eau calculi en fonction de la solubilite de Tac6tate d'ethyle dans Teau 
et de la quantite d'emulsion obtenue. On utilise de preference un volume d'eau 
£gal a au moins deux fois le volume minimal n€cessaire a la solubilisation de 

20 1'acetate d'ethyle. 

Dans la mesure oti Tacetate d'ethyle est plus soluble dans Teau a froid, 
on precede a une seconde etape d'extraction a froid pour eliminer les residus de 
solvant. Ainsi, apres 30 minutes d'agitation, un second volume d ! eau 
demineralisee refroidi a 5°C est ajoute et I'ensemble est maintenu sous agitation 

25 pendant & nouveau 30 minutes. Uextraction du solvant ainsi realisee est quasi 
totale. 

Les microspheres monodisperses contenant le ou les principes actifs sont 
filtrees et lyophilisees comme decrit a Texemple 1 . 

Une fois seches, les microspheres sont redispers6es dans une solution 
30 de tensioactif Montanox® 20 ou 80 (BASF) & 1% (Montanox® 80 : polysorbate 
monooleate et Montanox® 20 : polysorbate monolaurate) par agitation et 
passage dans un bain a ultrasons. Les microspheres redispersees sont 



WO 2005/087362 



23 



PCT/FR2005/000511 



caracteris^es par observation au microscope et leur distribution de taille est 
mesuree par granulomere laser. 

EXEMPLE 5 

5 Preparation d'une emulsion inverse de 1um : 

Dans un flacon, on prepare la phase aqueuse interne sous agitation 
magnetique. Elle est composee de 0,04g de SAH, de 0,0036g de Solutol® 
HS15 et de 0,022g de NaCL solubilis^s dans 4g de tampon citrate pH5 sature 
en acetate d'ethyle (3%). Cette phase aqueuse interne contient done 1% de 
10 SAH, 0,1% de Solutol® HS15 et est saturee en acetate d'ethyle. 

La phase organique est pr6paree dans un flacon hermetique par 
dissolution sous agitation magnetique de 3,2 g de PLGA 75/25 dans 12,82 g 
d'acetate d'ethyle sature en eau (3%). Cette phase organique contient done 
20% de PLGA solubilise dans de Pacetate d'ethyle sature en eau. 
15 On disperse manuellement a la spatule la phase aqueuse interne dans la 

solution d'acetate d'ethyle pour obtenir une emulsion inverse grossiere. 

Cette emulsion contient 20 % en poids de phase aqueuse interne par 
rapport a son poids total. La stability de ('emulsion grossiere r6alisee est verifiee 
avant cisaillement par I'absence de dephasage et de coalescence. 
20 Le premelange aihsi obtenu est ensuite plac6 dans I'appareil de Couette 

et cisaille a une Vitesse de 400 rpm dans un entrefer de 100 pm avec une 
Vitesse de montee du piston de 0,7 qui correspond d un debit d'environ 
7mL/min. Le diametre du rotor est de 2 cm. L'emulsion inverse est stable apres 
cisaillement a I'appareil de Couette. 
25 L'aspect visuel au microscope du premelange et de l'emulsion apres 

cisaillement sur I'appareil de Couette est pr^sente sur la figure 4(a) et (b). 
L'emulsion double calibree est ensuite preparee comme suit. 

EXEMPLE 6 

30 Preparation de microspheres monodisperses de 28um a partir d'une 

emulsion double : 

On prepare d'abord une emulsion inverse comme a I'exemple 5 avec : 
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- 20% de PLGA dans l'ac§tate d'ethyle ; 

- 1% de SAH dans la phase aqueuse interne, 
-0,1%de Solutol® HS15, 

- 0,6% de NaCI dans la phase aqueuse interne. 

5 

L'emulsion inverse grossiere obtenue est ensuite cisaillee a PUItra-turrax 
(puissance 24000) pendant 3 minutes ou bien dans le dispositif de Couette a 
400 rpm. 

On incorpore alors a la spatule 20g d'emulsion inverse obtenue dans une 
10 meme quantite de phase aqueuse externe composee de 3g de Lutrol® F68, 0,9g 
de PVA et 0,18% de NaCI. Cette phase aqueuse externe contient done 10% de 
Lutrol® F68, 3% de PVA et 0,6% de NaCI et est saturee en acetate d'ethyle. 
Cette emulsion double contient 50 % en poids d'emulsion inverse par rapport a 
son poids total. 

15 Le premelange ainsi obtenu est ensuite place dans Tappareil de Couette 

et cisaille a une vitesse de 100 rpm dans un entrefer de 100 pm avec une 
Vitesse de montee du piston de 0,7 qui correspond a un debit d'environ 
7mL/min. Le diametre du rotor est de 2 cm. 

. L'emulsion double recueillie en sortie de Pappareil est diluee sous 

20 agitation dans 250 mL d'eau salee (0,6% NaCI) a temperature ambiante. 

Apr6s 10 minutes, on ajoute un second volume de 250 mL d'eau salee a 
5°C, et on poursuit I'agitation pendant 10 minutes. On observe la transformation 
des globules doubles en microspheres solides. Les microspheres sont ensuite 
separees du milieu d'extraction par filtration sous pression sur filtre Nylon de 

25 porosit§ 0,45 pm. Le gateau recupere est rince 3 fois par 1L d'eau 
demin§ralisee. 

Pour la lyophilisation, les microspheres filtr§es sont dispersees dans une 
solution de trehalose. Le pourcentage de trehalose ajoute correspond a 5% des 
microspheres a lyophiliser. Uechantillon est d'abord congele dans Tazote 
30 liquide, puis stocke au congelateur ^ -24°C. La lyophilisatioh se fait selon la 
rampe suivante avec un vide fixe a 0,12 mbar: 
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> Dessication primaire par passage de -44°C a -10°C en 4 heures et 
isotherme a -1 0°C pendant 1 5h30. 

> Dessication secondaire par passage de -10°C a +10°C en 30 minutes et 
retour a temperature ambiante en 30minutes. 

5 

Une fois seches, les microspheres sont redispersees dans une solution 
de tensioactif Montanox® 20 ou 80 (BASF) a 1 % (Montanox® 80 : polysorbate 

■ 

monooleate et Montanox® 20 : polysorbate monolaurate) par agitation et 
passage dans un bain ci ultrasons. Les microspheres redispersees sont 
10 caracterisees par observation au microscope et leur distribution de taille est 
mesuree par granulom6trie laser. La distribution de taille des microspheres est 
centree sur 28pm (figure 5b). 

EXEMPLE 7 

15 Preparation de microspheres par cisaillement turbulent : 

On a prepare un lot de microspheres selon I'exemple 6, en utilisant un 
cisaillement en regime turbulent (Ultra-turrax puis agitation a pales) en 
remplacement du cisaillement laminaire engendr§ par Pappareil de Couette. 

La distribution de taille de ces microspheres a et§ §valuee par un 
20 granulomere au laser (figure 5a) et compare a celle etablie pour les 
microspheres preparees selon Texemple 6 (figure 5b). 

On constate aisement que le cisaillement laminaire tel que dispense par 
le dispositif de Couette permet Tobtention d'une distribution de taille plus etroite 
et de ce fait un caractere monodisperse plus prononce. De ce fait, on controle 
25 mieux la cinetique de liberation des principes actifs contenus dans les 
microspheres. 



WO 2005/087362 



26 



PCT/FR2005/000511 



REVENDICATIONS 

1. Procede de preparation de microspheres biodegradables monodisperses 
comprenant les etapes de : 

5 a) preparation d'une emulsion comportant au moins une phase 

polymerique, laquelle comprend un principe actif, et au moins 
une phase aqueuse, la viscosite de la phase organique et de 
la phase aqueuse presentant un ratio de 0,1 a 10 ; 

b) soumission de I'emulsion obtenue a un cisaillement laminaire 
10 controle ; 

c) elimination du solvant de la phase polymerique ; et 

d) isolement des microspheres ainsi obtenues. 

2. Proced§ selon la revendication 1, dans lequel les microspheres sont 
15 majoritairement constitutes d'un polymere biodegradable. 

3. Procede selon la revendication 2, dans lequel le polymere biodegradable est 
choisi parmi les poly(a-hydroxy)acides, les polyesters aliphatiques des poly(a- 
hydroxy-acides), des poly(£-caprolactones)-PCL, des polydioxanones - PDO, 

20 les polyorthoesters, les polyanhydrides, les polycyano-acrylates, les 
polyurtthannes, les polypeptides ou poly(amino-acides), les polysaccharides 
modifies, la cellulose, les polycarbonates, les polydimethylsiloxanes et les 
poly( vinyl-acetates) et leurs derives et copolymeres. 

* 

25 4. Procede selon Tune des revendications 2 a 3, dans lequel le polymere 
biodegradable est choisi parmi les polyacides lactiques (PLA), les copolymeres 
d'acide polylactique / acide polyglycolique (PLGA). 

5. Proced6 selon Tune des revendications 1 a 4, dans lequel le polymere 
30 presente un poids mol§culaire compris entre 50 et 500 kDaltons. 
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6. Procede selon Tune des revendications 1 a 5, dans lequel le solvant 
organique de la phase organique de Pemulsion est I'acetate d'ethyle . 

7. Procede selon Tune des revendications 1 a 6, dans lequel le principe actif est 
5 liposoluble. 

8. Procede selon Tune des revendications 1 a 7, dans lequel le principe actif est 
hydrosoluble. 

9. Procede selon Tune des revendications 1 a8, daris lequel le principe actif est 
un peptide ou une proteine. 

10. Proced6 selon Tune des revendications 1 a 9, dans lequel Pemulsion 
preparee a I'etape (a) comprend un principe actif hydrophile en combinaison 
avec un principe actif lipophile. 

11. Proc§de selon Tune des revendications 1 a 10, dans lequel la phase 
organique de Pemulsion represente 10 & 60 % en poids par rapport au poids 
total de Pemulsion. 

12. Procede selon Tune des revendications 1 a 11, dans lequel la phase 
organique de Pemulsion comprend entre 1 et 50 %, preferentiellement entre 5 et 
30 % en poids de polymere. 

25 13. Procede selon Tune des revendications 1 & 12, dans lequel la phase 
organique de Pemulsion comprend entre 1 et 50 %, preferentiellement entre 5 et 
30 % en poids de principe actif. 

14. Proc6de selon Tune des revendications 1 a 13, dans lequel Temulsion est 
30 une emulsion double. 
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15. Procede selon Tune des revendications 1 a 14, dans lequel la phase 
aqueuse externe et/ou interne de r§mulsion contient au moins un agent 
stabilisant et/ou au moins un agent de viscosite. 

5 16. Procede selon Tune des revendications 1 a 15, dans lequel la phase 
aqueuse externe et/ou interne de I'emulsion contient au moins un agent 
stabilisant et/ou au moins un agent d'osmolarite et/ou au moins un agent 
tensioactif et/ou au moins un agent tampon. 

10 17. Proc6de selon Tune des revendications 1 a 16, dans lequel I'etape de 
calibration par cisaillement laminaire est realisee dans un dispositif de Couette. 

18. Proced6 selon Tune des revendications 1 a 17, dans lequel I'etape de 
('elimination du solvant de la phase polymerique est realisee par extraction dans 

15 I'eau. 

19. Utilisation des microspheres susceptibles d'etre obtenues selon Tune des 
revendications 1 a 18, pour I'administration de principes actifs dans I'organisme 
humain ou animal. 

20 

20. Utilisation selon la revendication 19, dans laquelle le principe actif est choisi 
parmi les antibiotiques, hypolipidemiants, antihypertenseurs, agents antiviraux, 
betabloqueurs, bronchodilatateurs, cytostatiques, agents psychotropes, 
hormones, vasodilatateurs, anti-allergiques, antalgiques, antipyretiques, 

25 antispasmodiques, anti-inflammatoires, anti-angiog§niques, antibacteriens, anti- 
ulcereux, antifongiques, anti-parasitaires, antidiabetiques, antiepileptiques, 
antiparkinsoniens, antimigraineux, anti-Alzheimer, antiacneiques, 
antiglaucomateux, antiasthmatiques, neuroleptiques, antidepresseurs, 
anxiolytiques, hypnotiques, normothymiques, s§datifs, psychostimulants, anti- 

30 osteoporoses anti-arthritiques, anticoagulants, antipsoriasis, hyperglyc6miants, 
orexigenes, anorexigenes, antiastheniques, anti-constipation, anti-diarrheiques, 
anti-traumatiques, diuretiques, myorelaxants, medicaments de Penuresie, 
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medicaments des troubles de I'erection, vitamines, peptides, proteines, 
anticancereux, acides nucleiques, ARN, oligonucleotides, ribozymes et I'ADN. 
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